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KÄSITTEET 
 
Evira Elintarviketurvallisuusvirasto 
Lisäyslinja Yhdestä kasvupistesolukosta lisätty kasviaineisto. 
Lämpökäsittely Kokonaisten kasvien tai kasvinosien käsittely korkeassa  
lämpötilassa useita viikkoja tavoitteena kasvivirusten tai  
 -bakteerien poistaminen. 
Meristeemiviljely  Kasvien suvutonta lisäystä solukkoviljelyn avulla. Viljely 
aloitetaan erittäin pienestä kärkikasvusolukon osasta, 
joka sisältää yksi tai kaksi lehtiaihetta. 
Mikrolisäys  Kasvien aseptista lisäämistä solukkoviljelymenetelmien 
avulla. 
Mikroviljelmä  Lasi- tai muovipurkissa keinotekoisella ravintoalustalla 
steriilisti kasvatettu kasviaineisto. 
Valiotaimi Taimi, joka on yleensä lisätty kasvullisesti ydinkasvista. 
Varmennettu lisäys- ja taimiaineisto 
 Eviran valvonnassa Suomessa tuotettu lisäys- ja 
taimiaineisto, jonka kasvinterveys täyttää Maa- ja 
metsätalousministeriön asetuksessa 6/09 määrätyt 
vaatimukset. Tuotettu, ylläpidetty ja varastoitu asetuksen 
mukaisesti ja peräisin tunnetusta lajista, lajikkeesta tai 
kannasta. 
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Ydinkasvi Tutkittu ja tarvittaessa puhdistettu, Eviran hyväksymä ja 
varmennetun taimiaineiston ydinkasviluetteloon 
merkitsemä perinnöllisesti tunnistetusta lajikkeesta tai 
kannasta peräisin oleva kasvi, jonka aitous on varmistettu 
lajille, lajikkeelle tai kannalle tyypilliseksi.  
Ymppäys  Varttaminen, puuvartisten kasvien lisäysmenetelmä, jossa 
talvenkestävään perusrunkoon liitetään satoa tuottava eri 
kasvikantaa oleva varteosa. 
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1 OPINNÄYTETYÖN TAUSTA JA TAVOITTEET 
 
1.1 MTT  
 
Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskus eli MTT on maa- ja metsätalousminis-
teriön alaisuudessa toimiva maatalous- ja elintarviketutkimusta sekä maatalouden 
ympäristöntutkimusta tekevä laitos. MTT:ssä työskentelee noin 850 henkilöä 14 
toimipaikalla eri puolilla Suomea. Päätoimipaikkana toimii Jokioinen. (Innovaatioita 
uusiutuvista luonnonvaroista 2009.) Tutkimusaloja ovat biotekniikka- ja 
elintarviketutkimus, kotieläintuotannon tutkimus, kasvintuotannon tutkimus, 
taloustutkimus, teknologiatutkimus ja ympäristötutkimus (Osaaminen kuudessa 
tutkimusalassa. 2009). MTT:n tavoite on ”edistää kuluttajien hyvinvointia, maa- ja 
elintarviketalouden kilpailukykyä, luonnonvarojen kestävää käyttöä, tuotanto- ja 
elinympäristön laatua sekä maaseudun elinvoimaisuutta” (MTT:n strategia vuoteen 
2015. 2009).  
 
Laukaan toimipaikan tutkimusalue on puutarhatuotanto ja se kuuluu MTT:n 
kasvituotannon tutkimusyksikköön. Laukaa vastaa Suomen varmennetun 
taimituotannon menetelmäkehityksestä, varmennetun taimituotannon 
ydinkasviaineiston puhdistuksesta, ydinkasvipankista sekä taimien 
tuotantomenetelmistä ja puutarhakasvien geenivarojen kryosäilytyksestä (MTT Lau-
kaa. 2009). 
 
 
1.2 Varmennettu taimituotanto 
 
Varmennettu lisäys- ja taimiaineisto on Eviran valvonnassa Suomessa tuotettu lisäys- 
ja taimiaineisto, jonka kasvinterveys täyttää maa- ja metsätalousministeriön 
asetuksessa 9/06 määrätyt vaatimukset. Se on tuotettu, ylläpidetty ja varastoitu 
asetusten mukaisesti sekä peräisin tunnetusta lajista, lajikkeesta tai kannasta. 
Varmennetun lisäys- ja taimiaineiston laatuluokkia ovat ydinkasvit, valiotaimet, 
varmennetut käyttötaimet ja testatut käyttötaimet. Ydinkasvit ovat tuotantoketjun 
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aloittava ensimmäinen tuotantoporras ja niiden tulee olla vapaita määrätyistä 
kasvintuhoojista. Maa- ja metsätalousministeriön asetuksen tarkoituksena on taata 
korkealaatuinen ja Suomen ilmastoon sopivan lisäys- ja taimiaineiston saatavuus ja 
ylläpito. Asetus koskee hedelmä- ja marjakasvien sekä kaksi- ja monivuotisten 
koristekasvien varmennetun lisäys- ja taimiaineiston tuotannon järjestämistä ja 
laadunvarmistusta. (A 9/06.)  
 
 
2.3 Opinnäytetyön tavoite 
 
Vuonna 2008 MTT Laukaassa tutkittiin omenan kloroottisen lehtilaikkuviruksen 
(Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV) esiintymistä virolaisissa luumulajikkeissa 
(Prunus domestia L.)  ’Ave’, ’Mari’ ja ’Renklod Haritonovoi’. Testaus tehtiin 
varmennetun taimituotannon ydinkasviehdokasaineistolle  DAS ELISA (coctail)  
-menetelmällä. Testin tulosten perusteella ydinkasviehdokasaineistossa saattoi 
esiintyä ACLSV:tä. Varmennetussa taimituotannossa ei kuitenkaan sallita virusten 
esiintymistä (A 9/06). Virolaiset luumulajikkeet on tuotu Laukaaseen Varsinais-
Suomen maaseutuoppilaitoksen maa-alueilta Tuorlasta.  
 
Opinnäytetyön tavoitteena oli selvittää tarkemmin ACLSV:n esiintymistä virolaisissa 
luumuissa. Tutkittavat luumulajikkeet olivat ’Ave’, ’Liisu’, ’Mari’ ja ’Renklod 
Haritonovoi’. ACLSV:ta ei ole koskaan aiemmin Suomessa todettu Prunus-suvun 
kasveilla. Tutkittavia näytteitä oli sekä MTT Laukaan kasvihuoneelta että Varsinais-
Suomen maaseutuoppilaitoksen alueelta Tuorlasta, jossa alkuperäiset kasvit 
kasvavat. Alkuperäisten kasvien mahdollisilla viruslöydöksillä arvioitiin MTT 
Laukaassa saatujen positiivisten ACLSV -testaustulosten paikkansapitävyyttä.  
Tarkoituksena oli myös verrata vuoden 2008 ELISA-tuloksia vuoden 2009 tuloksiin ja 
tarkastella eri testien toimivuutta. 
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2 TUTKITUT LUUMULAJIKKEET 
 
Sanalla luumu tarkoitetaan joukkoa Prunus-suvun lajeja ja lajiristeymiä sekä niistä 
kehitettyjä viljelylajikkeita. Puutarhaviljelyn kannalta merkityksellisiä lajeja niistä on 
tosin vain muutamia. Prunus domestica eli euroopanluumu on yksi tärkeimmistä 
lajeista. Lajin Prunus domestica epäillään saaneen alkunsa Aasian länsiosista. Siitä 
kehitetyt lajikkeet ovat tärkeimpiä ja laajimmin viljeltyjä eri puolilla maailmaa. 
(Hiirsalmi 1980, 1196.) 
 
Suomessa on noin 15 vuoden ajan kasvatettu virolaisia luumulajikkeita muutamalla 
paikkakunnalla (Saario 2005, 13). Yksi paikkakunnista on Tuorla, josta tämän 
tutkimuksen luumulajikkeet ovat alun perin tulleet. 
 
Tutkitut virolaiset luumulajikkeet ’Mari’, ’Ave’, ’Liisu’ ja ’Renklod Haritonovoi’ oli 
toimitettu keväällä 2007 Tuorlasta Laukaaseen. Tuodut lajikkeet mikrolisättiin, koska 
kasvien meristeemiviljely on yleisesti käytetty menetelmä terveiden kasvien tuotta-
misessa. Tavoitteena oli ottaa lajikkeet kaupalliseen emokasvilisäykseen 
varmennetun taimituotantojärjestelmän kautta.  
 
Lisäyksen alkuvaiheessa lajikkeen ’Liisu’ mikroviljelmät kuolivat tuntemattomasta 
syystä, eikä lajikkeen lisäystä nähty tarpeelliseksi aloittaa uudestaan. Tästä syystä 
Laukaassa testattavia kasveja oli vain kolme lajiketta. MTT Laukaan mikroviljelmät 
lajikkeista ’Mari’, ’Ave’ ja ’Renklod Haritonovoi’ lämpökäsiteltiin syksyllä 2007  
tavoitteena poistaa mahdolliset kasvitaudit. Lämpökäsittelyssä mikroviljelmiä 
pidettiin normaalia kasvatuslämpötilaa korkeammassa lämpötilassa, +35 °C:ssa 23 
vuorokautta. 
 
Lämpökäsitelty kasviaineisto siirrettiin kasvihuonekasvatukseen, ja toukokuussa 2008 
niistä otettiin ELISA-testauksia varten lehtinäytteet, jotka pakastettiin (-18 °C). 
Elokuussa 2008 näytteistä tehtiin ACLSV-testaus DAS ELISA (coctail) -testillä (vasta-
ainevalmistaja Loewe Biochemica GmbH, Saksa). Testi antoi kohonneet arvot kaikille 
kolmelle lajikkeelle ja niiden kolmelle eri lisäyslinjalle. Arvot tulkittiin positiivisiksi. Tu-
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lokset on taulukossa 1. Kasviaineistoa ei pystytty ottamaan mukaan varmennettuun 
kasvintuotantoon, koska niissä oli ACLSV:ta. 
 
TAULUKKO 1. Vuoden 2008 MTT Laukaan ELISA-testaustulokset 
 
Lajike Lisäyslinja Näytetyyppi ka Tulos 
’Ave’ 7-1983 lehti 0.092 + 
’Ave’ 7-1984 lehti 0.072 + 
’Ave’ 7-1986 lehti 0.085 + 
’Mari’ 7-2003 lehti 0.027 + 
’Mari’ 7-2004 lehti 0.018 (+) 
’Mari’ 7-2019 lehti 0.040 + 
’Renklod Haritonovoi’ 7-2025 lehti 0.059 + 
’Renklod Haritonovoi’ 7-2042 lehti 0.029 + 
’Renklod Haritonovoi’ 7-2050 lehti 0.032 + 
negatiivinenkontrolli ’Kuokkala’  lehti 0.007  
positiivinenkontrolli   
3*092 
2*994 
 
 
 
 
3 OMENAN KLOROOTTINEN LEHTILAIKKUVIRUS (ACLSV) 
 
Kasvivirukset on tavallisesti nimetty niille tyypillisen isäntäkasvin ja siinä aiheutuvien 
oireiden mukaan (Valkonen, Bremer & Tapio 2005, 52). Omenan kloroottisen 
lehtilaikkuviruksen tyypillinen isäntä on omena (Malus domestica L.), jonka lehtiin se 
aiheuttaa laikkuja. Virusten nimet ovat moniosaisia, joten niistä käytetään 
kansainvälisiä lyhenteitä (Valkonen ym. 2005, 53). Tässä tapauksessa lyhenne on 
ACLSV (apple chlorotic leaf spot virus). 
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3.1 Rakenne 
 
Omenan kloroottinen lehtilaikkuvirus kuuluu klosteroviruksiin ja niiden alaryhmään A 
johtuen sen partikkelin pituudesta. Alaryhmässä A ei tunneta luonnollista leviämistä. 
Partikkelit ovat pitkänomaisia, kooltaan 720 X 12 nm. Partikkeli sisältää yhden RNA-
molekyylin, jonka molekyylimassa on 2,5 X 106. Viruksen kuoriproteiini koostuu 
yhdestä polypeptidistä, joka on molekyylimassaltaan noin 23500.  Puhdistettu ACLSV 
on kohtalaisen immunogeeninen, mutta immunogeenisuus riippuu juosteesta. 
(Smith, Dunez, Phillips, Lelliott & Archer 1988, 5). Kuviossa 1 on kuvattuna ACLSV. 
 
KUVIO 1. Omenan kloroottinen lehtilaikkuvirus. Musta pylväs kuvaa mittakaavaa 100 
nm. (Yoshikawa 2001) 
 
 
3.2 Esiintyminen ja leviäminen 
 
Omenan kloroottisella lehtilaikkuviruksella, kuten muillakaan kasviviruksilla, ei ole 
itsenäistä elämää solun ulkopuolella (Valkonen ym. 2005, 52). ACLSV on hyvin 
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yleinen kasvien virustauti (Bremer 1985, 21). ACLSV:ta on havaittu ympäri maailman 
eli niistä paikoista, missä kasvaa omenoita. (Brunt ym. 1996, 100). Isäntäkasveina 
virukselle voivat toimia jotkut pohjushedelmät ja kivihedelmät, kuten omena, 
päärynä, kirsikka ja luumu. Kaikki Rosaceae-suvun hedelmäpuut ja luultavasti myös 
suuri osa koristepuista voivat saada luonnollisen tartunnan. Virus pysytään myös 
siirtämään keinotekoisesti muutamiin ruohomaisiin isäntäkasveihin. (Smith ym. 1988, 
5.) 
 
ACLSV leviää kasvista toiseen ymppäyksen eli varttamisen yhteydessä. Luonnollisia 
leviämistapoja ei ole voitu todistaa, vaikkakin on raportoitu tapauksesta, jossa 
sukkulamato levitti virusta kasvista toiseen. Myös on ollut havaintoja tapauksista, 
jossa puiden juuret olisivat itsestään varttuneet toisiinsa tai lehdet ovat hanganneet 
puuta synnyttäen mekaanisia vaurioita, josta virus olisi päässyt siirtymään. Nämä 
tapaukset vaatisivat kuitenkin lisää tutkintaa. (Németh  1986, 201.) Viruksen 
leviäminen siemenen kautta voi olla mahdollista aprikoosilla (Smith ym. 1988, 6). 
 
Virusta on luultavasti löydettävissä isäntäkasvin kaikista osista, juurista aina 
terälehtiin asti (Brunt ym. 1996, 102). 
 
 
3.3 Oireet 
 
ACLSV esiintyy monissa lajikkeissa yleensä piilevänä, mutta aiheuttaa lievää kasvun 
heikentymistä ja sadon alenemista. Useissa Malus-lajeissa eli omenissa virus 
aiheuttaa kellertäviä laikkuja ja nauhamaisia kuvioita lehtiin. (Bremer 1985, 21.) 
Prunus domestica -lajeissa ACLSV aiheuttaa bark split- ja pseudopox-tauteja (Brunt, 
Crabtree, Gibbs, Watson & Dallwitz 1996. 100).  
 
Luumun bark split -taudin oireita rungossa ja oksissa ovat aluksi punaruskeat laikut, 
joista myöhemmin muodostuu kuoppia ja edelleen isoja halkeamia. Puun kuori 
yleensä halkeaa sisukseen asti. Puissa, joissa virus ei aiheuta kuoren halkeilua, 
esiintyy uurteita rungossa sekä sen kiertymistä. Tauti aiheuttaa myös kasvuhäiriöitä. 
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Puu saattaa olla jopa kolme kertaa normaalia pienempi. Sen lehvästö on harva ja 
lehdet normaalia pienemmät ja ne putoavat syksyllä tavallista varhaisemmin. 
(Németh  1986,451). 
 
Luumun pseudopox-tauti aiheuttaa uurteita ja epämuodostumia hedelmissä, 
erityisesti sinertävissä lajikkeissa (Smith ym. 1988, 5). Kuviossa 2 on pseudopox-
tartunnan saaneen luumupuun hedelmiä.  
 
Hedelmien ennen aikaista putoamista ei kuitenkaan esiinny, mikä erottaa taudin 
plum pox -viruksesta (Smith ym. 1988, 5).  
 
 
KUVIO 2. Pseudopox-viruksesta kärsivän luumupuun hedelmiä (Huss 2001) 
 
 
4 ACLSV:n TESTAUSMENETELMÄT 
 
4.1 Mehutestaus 
 
Mehutestauksessa testattavan kasvin mehua siirrostetaan testikasvin lehdelle. 
Testikasvin lehden pinta on kevyesti rikottu hiomajauheella, jolloin tutkittava virus 
pääsee siirtymään kasviin. (Lemmetty 1990, 23.) Testikasvi on valittava niin, että 
virus ilmenee siinä mahdollisimman hyvin, se on helppo kasvattaa ja sillä on 
tarpeeksi lehtipintaa. Yleisimmin käytettyjä testikasveja ovat savikkoihin kuuluva 
kinua (Chenopodium quinoa), Chenopodium amaranticolor ja tupakka. (Hollings 1956, 
57.) Testattavasta kasvista otettu näyte sekoitetaan näytepuskuriin, joista yleisimpiä 
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ovat 2 %:n nikotiiniliuos ja 0,05 M:n fosfaattiliuos. Testikasvia kasvatetaan muutama 
viikko, jona aikana virus aiheuttaa ensimmäisiä oireita kasvissa. Testikasveja 
seurataan kasvatuksen aikana viikoittain ja havainnoidaan syntyviä oireita. 
Vertailukohtana käytetään testikasvia, jonka lehdille on sivelty vain puskuria ilman 
kasvinäytettä. (Lemmetty 1990, 23.)  
 
 
4.2 DAS ELISA -menetelmä 
 
ACLS-virusta ei voi testata perinteisellä ELISA-menetelmällä, luultavasti siksi että 
virus on epävakaa käytettäessä suolaliuoksia. Siksi tässä tapauksessa tulee käyttää 
DAS-ELISA-menetelmää. (Flegg & Clark 1979, 61).  
 
DAS ELISA -menetelmässä (double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent 
assay) mikrotiitterilevyn koloihin laitettaan tietylle virukselle spesifistä vasta-ainetta. 
Näytteissä mahdollisesti oleva tutkittava virus kiinnittyy vasta-aineeseen. Muut 
mahdolliset virukset ja aineet huuhtoutuvat pesussa pois. Näytteen jälkeen lisättävä 
konjugaatti, jossa on viruksen vasta-ainetta ja entsyyminä alkaalinen fosfataasi (AP), 
kiinnittyy virukseen. Tällöin muodostuu nimensä mukaisesti ”voileipä”, jossa kahden 
vasta-aineen välissä on virus. Kun substaraatti lisätään, se hajoaa konjugaatissa 
olevan fosfataasi-entsyymin vaikutuksesta keltaiseksi tuotteeksi. Mitä enemmän 
näytteessä on konjugaattia, eli toisin sanoen virusta, sitä keltaisempi sen väri on.  
ELISA-lukulaite mittaa värin määrän näytteestä ja saatua tulosta verrataan 
positiiviseen ja negatiiviseen kontrolliin. (Apple Chlorotic Leafspot Virus n.d.) 
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4.3 Molekyylibiologiset menetelmät 
 
4.3.1 RNA:n eristys 
 
RNA voidaan eristää monella eri tavalla. Sopiva tapa valitaan näytteen ja 
myöhempien tutkimusten ominaisuuksien perusteella esim. sen mukaan kuinka 
puhdas nukleiinihapon tulee olla tai millaisia määriä sitä tarvitaan.  
 
RNA:n eristys alkaa solujen hajottamisella. Sen vaiheet ovat mekaaninen, kemiallinen 
ja entsymaattinen vaihe. Solujen hajottamisen jälkeen niiden RNA:ta hajottavat 
nukleaasit inaktivoidaan. Tämä vaihe voidaan myös yhdistää solujen hajottamisen 
kanssa. Viimeiseksi nukleiinihapot eristetään suodattamalla tai saostamalla. 
 
Eristetty RNA pitää yleensä vielä puhdistaa. Näytteessä on usein epäpuhtautena 
erityisesti proteiineja. Myös puhdistuksessa voidaan käyttää monia erilaisia 
menetelmiä, joista valitaan kyseiseen tutkimukseen parhaiten soveltuva. 
Puhdistusmenetelmät hyödyntävät mm. uuttamista ja saostamista, elektroforeesia, 
sentrifugointia, dialyysiä tai kromatografiaa. 
 
RNA:n eristyksessä erityisenä ongelmana ovat ribonukleaasit. Ne hajottavat RNA:ta 
nopeasti, minkä vuoksi RNA:ta eristettäessä käytetään RNaasi-inhibiittoreita. 
(Nukleiinihappojen eristys ja puhdistus 2006.) RNaasi-inhibiittori on proteiini, joka 
estää ribonukleaaseja toimimasta (RNase Inhibitor 2002). 
 
 
4.3.2 RT-PCR-menetelmä 
 
Polymeraasiketjureaktiolla eli PCR:llä (polymerase chain reaction) monistetaan DNA-
jaksoja, jotka sijaitsevat kahden nukleotidijärjestykseltään tunnetun DNA-jakson 
välissä. Perusajatuksina PCR:ssä on sekä käyttää lämpöä kestävää DNA-polymeraasia 
että tuntea tarkalleen käytettävät alukkeet. (Ollikka & Suominen 2006.) 
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Polymeraasiketjureaktio tarvitsee toimiakseen monistettavan DNA:n, alukkeet, DNA-
polymeraasin, nukleotidejä, puskuriliuoksen ja ioneja. Reaktio tapahtuu pienessä 
tilavuudessa koeputkessa PCR-laitteessa, joka lämmittää ja jäähdyttää koeputkia 
halutun sarjan mukaisesti. Useimmiten PCR:ssä on 20 - 35 kolmivaiheista sykliä. 
Ensimmäinen kolmesta vaiheesta on aloitusvaihe, jossa reaktioseoksen lämpötila 
nostetaan niin korkealle, että DNA denaturoituu, eli juosteet irtoavat toisistaan. 
Toisessa vaiheessa lämpötilaa lasketaan niin, että alukkeet voivat sitoutua 
yksijuosteisiin DNA-molekyyleihin. Kolmannessa vaiheessa lämpötila nostetaan DNA-
polymeraasin toiminnalle optimaaliseksi, jolloin DNA-polymeraasi syntetisoi 
yksijuosteisesta DNA:sta kaksijuosteista DNA:ta. Viimeisen syklin kolmas vaihe on 
usein normaalia pidempi, jotta varmasti kaikki DNA-juosteet on polymerisoitu 
loppuun saakka. (Nukleiinihappojen monistaminen 2006.) 
 
RNA-näytteestä voidaan tuottaa DNA:ta polymeraasiketjureaktioon ja 
käänteiskopioijaentsyymiin perustuvalla RT-PCR-tekniikalla (reverse transcriptase - 
polymerase chain reaction). Kuten kuviossa 3 on esitetty, ensimmäisessä vaiheessa 
käänteiskopioijaentsyymi tuottaa yksijuosteisesta RNA:sta kaksijuosteisen RNA-DNA-
hybridin. Toisessa vaiheessa hybridin DNA-juoste voi toimia PCR:ssä templaattina, 
jolloin syntyy kaksijuosteista DNA:ta. (RT-PCR 2006.) Kolmannessa vaiheessa 
monistusta jatketaan, kunnes on saavutettu tarvittava määrä kopioita 
(Nukleiinihappojen monistaminen 2006). 
 
 
KUVIO 3. RT-PCR-menetelmän periaate (RT-PCR 2006) 
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4.3.3 Geelielektroforeesi 
 
Nukleiinihappojen erottelu elektroforeettisesti perustuu niiden kokoon. Suurten 
molekyylien nopeus hidastuu eniten niiden kulkiessa pienten geelihuokosten läpi. 
Pienemmät nukleiinihapot taas ajautuvat nopeammin ja pidemmälle. DNA:n ja RNA:n 
elektroforeesi voidaan suorittaa joko polyakryyliamidi- tai agaroosigeeleissä.  
 
Geelielektroforeesilla eroteltujen nukleiinihappojen visualisointiin voidaan käyttää 
useita eri menetelmiä, joista yleisin menetelmä lienee värjäys etidiumbromidilla. Sitä 
voidaan lisätä suoraan geeliin. Etidiumbromidi sitoutuu DNA:n emäsparien väliin 
konsentroituen DNA:ta sisältäviin vyöhykkeisiin. Kun geeliä valaistaan ajon jälkeen 
UV-valolla, etidiumbromidi fluoresoi oranssinpunaisena. (Nukleiinihappojen 
geelielektroforeesi 2006). 
 
 
5 TUTKIMUKSEN LÄHTÖKOHDAT 
 
Testattaviksi kasveiksi valittiin positiivisia tuloksia vuonna 2008 tehdyissä DAS ELISA 
(coctail) -testeissä antaneet lisäyslinjat MTT Laukaasta: 
 ’Ave’ 
o 7-1983 
o 7-1984 
o 7-1986 
 ’Mari’ 
o 7-2003 
o 7-2004 
o 7-2019 
 ’Renklod Haritonovoi’ 
o 7-2025 
o 7-2042 
o 7-2050 
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Yhtä lisäyslinjaa on lähdetty lisäämään mikrolisäyksellä aina yhdestä kasvin 
kärkikasvusolukosta eli meristeemistä. Lisäyslinjanumero kertoo viljelmän 
aloitusvuoden, tässä tapauksessa 2007, ja viljelmälle annetun juoksevan numeron. 
Kaikki MTT Laukaan näytteet olivat lehtinäytteitä, koska kasvit olivat vielä niin nuoria, 
etteivät ne kukkineet. Kuviossa 4 on samoja lajikkeen ’Mari’ edustajia, joita käytettiin 
testauksiin, kuvattuna MTT Laukaan kasvihuoneella. 
 
 
KUVIO 4. Lajike ’Mari’ 
 
Tuorlan näytteitä oli kaikista neljästä lajikkeesta sekä lehtinä että terälehtinä ja 
useammasta puuyksilöstä otettuina. Näytteiksi haluttiin mahdollisimman paljon te-
rälehtiä, koska ne antavat tsekkiläisen tutkimuksen mukaan ELISA-testauksessa kol-
me kertaa voimakkaammat arvot kuin lehtinäytteet (Polák & Svoboda 2006, 9). 
 
Eri tutkimuksissa käytetyt lisäyslinjat valittiin sen perusteella, montako kasvia oli 
mahdollista testata käytettävissä olevassa ajassa ja mistä kasveista saattaisi virusta 
mahdollisesti löytyä.  
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6 KOKEIDEN SUORITUS JA VAIHEET 
 
6.1 Näytteiden keräys 
 
Näytteitä kerättiin MTT Laukaan kasvihuoneelta kaksi kertaa, 6.4.2009 ja 8.5.2009. 
Molemmilla kerroilla pyrittiin keräämään sekä nuoria että sellaisia lehtiä, joissa olisi 
havaittavissa mahdollisia oireita. Lehdet pilkottiin kasviyksilöittäin näytepusseihin 0,5 
g:n eriin siten, että jokaiseen pussiin tulisi pieni pala jokaista lehteä. Näytteet pakas-
tettiin. 
 
Tuorlan lehti- ja terälehtinäytteet kerättiin puista toukokuussa 2009 ja postitettiin 
kokonaisina pikakirjeessä Laukaaseen. Kirjeen piti olla perillä seuraavana päivänä, 
mutta näin ei tapahtunut. Näytteet seisoivat postissa kaksi yötä, mikä saattoi vaikut-
taa niiden analysointikelpoisuuteen. Tuorlan näytteet käsiteltiin samalla tavalla kuin 
MTT Laukaankin näytteet. Paikoin terälehtiä oli niin vähän, ettei 0,5 g tullut täyteen, 
joten jouduttiin tyytymään pienempään näytemäärään. 
 
 
6.2 Mehutestaus  
 
Testikasviksi valittiin kinua (Chenopodium quinoa), koska sitä oli aiemmin käytetty 
Anne Lemmetyn lisensiaatintyössä ACLSV:n todentamiseen. Samoin perustein 
puskureiksi valittiin 2 %:n nikotiiniliuos ja 0,05 M:n fosfaattiliuos. (ks. Lemmetty 
1990, 23).  Käyttämällä kahta eri puskuria samoissa näytteissä pyrittiin vertailemaan 
mahdollisia puskureiden välisiä eroja.  
 
Mehutestauksia tehtiin kaksi kertaa. Ensimmäisellä kerralla huhtikuussa tutkittiin 
MTT Laukaan näytteitä ja toisella kesäkuussa Tuorlan. MTT Laukaan näytteissä oli 
mukana kaikki Laukaan lajikkeet (’Ave’, Mari’ ja ’Renklod Haritonovoi’). Tuorlan 
puista tutkittiin vain lajike ’Mari’, koska näytemäärä olisi muutoin ollut liian suuri 
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tehtäväksi määrätyssä ajassa. Lajike ’Mari’ valittiin myös siksi, että siitä oli näytteitä 
monesta eri puuyksilöstä ja sen ajateltiin luultavasti olevan altistunut virukselle. 
 
Mekaaninen siirrostus tehtiin hienontamalla metallisella laakerihienontimella 
puskuriin sekoitettu näyte (0,5 g) pussissa ja sivelemällä sitä pumpulipuikolla 
hiomajauheella pölytetyille testikasvien lehdille. Yhdestä näytteestä tehtiin aina 
kolme testikasvia eli kolme toistoa. Kontrollit tehtiin molemmilla puskureilla 
sivelemällä pelkkää puskuria pölytetylle testikasvin lehdelle. Siirrostuksen jälkeen 
lehdet huuhdeltiin viileällä vesijohtovedellä.  Siirrostusta tehtäessä testikasvit olivat 
nuoria ja terveitä ja ne pimennettiin vuorokaudeksi ennen ja jälkeen. Testikasvit 
kasvatettiin +20 °C:ssa kasvihuoneessa ja niitä käytiin havainnoimassa kuukauden 
ajan kerran viikossa. Kuviossa 5 on yksi kuukauden ajan kasvanut testikasvi. 
 
 
KUVIO 5. Mehutestikasvi kinua (Chenopodium quinoa) 
 
 
6.3 DAS ELISA -menetelmä 
 
DAS ELISA -testaus suoritettiin MTT Laukaan aiemmin käyttämien ohjeiden ja 
reagenssien mukaan. Ohjeet ja reagenssit pohjautuivat reagenssien valmistajan, 
Loewen, DAS ELISA coctail -ohjeisiin. Kiinnitys-, pesu- ja näytepuskuri valmistettiin 
muutama päivä ennen kokeiden tekoa.  
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Testauspäivänä ensimmäiseksi valmistettiin kiinnitysreagenssi laimentamalla anti-
virus-IgG aiemmin valmistetulla kiinnityspuskurilla. Kiinnitysreagenssia pipetoitiin 
200 µl mikrotiitterilevyn koloihin. Tämän jälkeen levy käärittiin folioon ja inkuboitiin 
lämpökaapissa neljä tuntia +37 °C:ssa. 
 
Inkuboinnin aikana jauhettiin tutkittavat näytteet laakerihienontimella näytepuskurin 
kanssa pussissa. Näytemäärä oli 0,5 g, paitsi osassa terälehtinäytteitä, joissa oli käy-
tettävissä vähemmän materiaalia. Kasvien mehu pipetoitiin pusseista eppendorf-
putkiin odottamaan. 
 
Inkuboinnin jälkeen tyhjennettiin kiinnitysreagenssi mikrotiitterilevyn koloista ja 
pestiin neljä kertaa aiemmin valmistetulla pesupuskurilla. Ensimmäiset kaksi pesua 
olivat nopeampia, kahdella viimeisellä kerralla pesupuskuri sai seistä koloissa 
muutaman minuutin. 
 
Pesun jälkeen mehunäytteitä sekä anti-virus-IgG-AP-konjugaattia pipetoitiin 
molempia 100 µl/ kolo. Yhdestä testattavasta näytteestä tehtiin kaksi vierekkäistä 
koloa. Nollanäytteeseen pipetoitiin vain konjugaattia, positiiviseen kontrolliin 
viruksenkantajaksi todetusta luumuyksilöstä näyte ja negatiiviseen kontrolliin MTT 
Laukaassa puhtaaksi todetusta luumuyksilöstä näyte. Mikrotiitterilevy käärittiin 
folioon ja inkuboitiin huoneen lämmössä tunti. 
 
Levy tyhjennettiin ja pestiin viisi kertaa pesupuskurilla. ELISA-lukulaite laitettiin 
samalla lämpiämään.Substraattiliuos valmistettiin liuottamalla substraattitabletit 
puskuriin, jota sitten pipetoitiin 200 µl/ kolo. Mikrotiitterilevy peitettiin foliolla. 
Mittaukset lukulaitteella suoritettiin puolen tunnin, yhden tunnin ja kahden tunnin 
kuluttua. Kuviossa 6 on kuvantamiseen menossa oleva mikrotiitterilevy. 
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KUVIO 6. ELISA-testauksen mikrotiitterilevy 
 
 
6.4 PCR-menetelmä 
 
PCR-testauksella oli tarkoituksena tutkia sekä kaikki MTT Laukaan että Tuorlan kasvit. 
Tutkimuksia tehtiin sekä MTT:n Jokioisten yksikössä että Jyväskylän Ammattikorkea-
koulussa. 
 
 
6.4.1 RNA:n eristys 
 
Kaikki käytetyt näytteet oli pakastettu tuoreina.  Näytteille suoritettiin RNA-eristys 
Qiagenin Rneasy Plant Mini Kit -protokollan mukaan ja kyseisen kitin välineillä. 
Kuvion 7 oikean puolimmaisessa linjassa on esitettyinä kaikki RNA:n eristyksen 
vaiheet. 
 
Aluksi näytteet hienonnettiin huhmareessa nestetypessä, minkä jälkeen ne 
homogenisoitiin RLT-puskurin kanssa. Puskuri inaktivoi RNA:ta hajottavat entsyymit. 
Seuraavaksi näytteestä suodatettiin pois kaikki saostumat ja lisättiin etanolia.  
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Etanolin aiheuttamat saostumat suodatettiin. Saostumat pestiin kahdella eri 
puskurilla yhteensä kolme kertaa. Suodattimessa oleva RNA irrotettiin puhtaalla 
vedellä tyhjään keräilyputkeen, jolloin RNA saatiin eristettyä. 
 
 
KUVIO 7. Kaaviokuva RNA:n eristyksestä (RNeasy Mini Handbook 2006, 11) 
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6.4.2 RT-PCR-menetelmä ja geelielektroforeesi 
 
PCR-ajossa käytetyt nukleotidit olivat valmiina eppendorf-putkissa olevissa RT-PCR-
helmissä. Helmiputket olivat GE Healthcaren valmistamia. PCR:n esivalmisteluissa ja 
itse ajossa käytettiin heidän ohjeitaan. 
 
Helmiputket laitettiin jäihin. Putkiin lisättiin DEPC-vettä (dietyylipyrokarbonaatti) ja 
odotettiin, että putkien helmi liukeni veteen. Liukenemisen jälkeen putkia 
sekoitettiin varovasti pipetin avulla. Jokaiseen putkeen lisättiin yksittäin templaatti ja 
alukkeet. Käytetyt Eurogentec S.A.:n alukkeet olivat seuraavat kirjoitettuna 5’-päästä 
3’-päähän: 
 AAG-TCT-ACA-GGC-TAT-TTA-TTA-TAA-GTC-TAA 
 TTC-ATG-GAA-AGA-CAG-GGG-CAA 
Viimeiseksi lisättiin erotettu RNA. Putkia inkuboitiin vajaa puoli tuntia +42 °C:ssa 
ennen PCR-ajoa.  
 
Käytetyn PCR-ohjelman lämpötilat ja ajat on esitettynä taulukossa 2. 
 
TAULUKKO 2. Käytetty RT-PCR-ohjelma 
 
Vaihe Lämpötila/°C Aika/min 
1. 42 30 
2. 95 5 
3. 94 0,5 
4. 62 0,5 
5. 72 1 
Vaiheet 3.-5. kerrattiin 34 kertaa 
6. 72 7 
7. 11 1/12 
8. 4 ∞ 
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Elektroforeesiajoa varten valmistettiin 1,5 %:n agaroosigeeli, joka sisälsi 
etidiumbromidia. Markkerina geeliajossa toimi GeneRulerin valmistama 100 bp DNA 
Ladder. 
 
 
7 TULOKSET 
 
7.1 Mehutestaus 
 
MTT Laukaan näytteiden mehutestauskasveissa oli havaittavissa jonkinlaisia heikkoja 
oireita, kuten mosaiikkia ja nekroottista laikkua. Koska kuitenkin kontrollikasveissa oli 
samoja havaintoja, olivat tulokset negatiivisia. Kuviossa 8 on testikasvien lehtiä 
kuukauden kasvatuksen jälkeen, joissa ei juuri näy mitään oireita. Taulukossa 3 on 
esitetty kaikki havainnot sekä tulokset MTT Laukaan näytteistä. 
 
 
 
KUVIO 8. Mehutestikasvien lehtiä kuukauden kasvatuksen jälkeen.
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TAULUKKO 3. MTT Laukaan luumujen mehutestaustulokset 
 
Lajike Lisäyslinja Havainnot  Tulos 
’Ave’ 7-1983 
kurttuja lehdissä, mekaanisia vaurioita, 
mosaiikkia 
negatiivinen 
’Ave’ 7-1984 mosaiikkia, nekroosilaikkuja negatiivinen 
’Ave’ 7-1986 mosaiikki, nekroosilaikkuja negatiivinen 
’Mari’ 7-2003 mosaiikkia, nekroosilaikkuja negatiivinen 
’Mari’ 7-2004 
nekroosilaikkuja, mosaiikkia, yksi kasvi 
tyvestä poikki 
negatiivinen 
’Mari’ 7-2019 kurttu, mekaanisia vaurioita, mosaiikkia negatiivinen 
’Renklod Hari-
tovoi’ 
7-2025 mosaiikkia, pisteitä lehdissä negatiivinen 
’Renklod Hari-
tovoi’ 
7-2042 
mosaiikkia, kupruja lehdissä, yksi lehti 
syöty 
negatiivinen 
’Renklod Hari-
tovoi’ 
7-2050 nekroosilaikkuja negatiivinen 
kontrolli  
kurttuja lehdissä, mosaiikkia, nek-
roosilaikkuja 
negatiivinen 
 
 
Tuorlan näytteissä ei käytännössä ollut mitään havaittavia reaktioita, kuten 
taulukosta 4 voi huomata. 
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TAULUKKO 4. Tuorlan luumujen mehutestaustulokset 
 
Lajike Puu Puskuri Havainnot  Tulos 
’Mari’ 1 2 % nikotiini - negatiivinen 
’Mari’ 1 0,05 M fosfaatti - negatiivinen 
’Mari’ 2 2 % nikotiini - negatiivinen 
’Mari’ 2 0,05 M fosfaatti - negatiivinen 
’Mari’ 3 2 % nikotiini - negatiivinen 
’Mari’ 3 0,05 M fosfaatti - negatiivinen 
’Mari’ 4 2 % nikotiini alalehdissä pisteitä negatiivinen 
’Mari’ 4 0,05 M fosfaatti - negatiivinen 
’Mari’ 5 2 % nikotiini - negatiivinen 
’Mari’ 5 0,05 M fosfaatti yksi kasvi poikki negatiivinen 
’Mari’ 6 2 % nikotiini - negatiivinen 
’Mari’ 6 0,05 M fosfaatti - negatiivinen 
’Mari’ 7 2 % nikotiini - negatiivinen 
’Mari’ 7 0,05 M fosfaatti - negatiivinen 
’Mari’ 8 2 % nikotiini - negatiivinen 
’Mari’ 8 0,05 M fosfaatti - negatiivinen 
kontrolli  2 % nikotiini - negatiivinen 
kontrolli  0,05 M fosfaatti - negatiivinen 
 
Lemmetyn (1990, 38) lisensiaatintyössä ACLSV aiheutti Chanopodium guinoa               
-testikasvissa kasvatusajan päätyttyä seuraavia reaktioita: 
 nekroosilaikkuja 
 keltaisia rengasmaisia, viivamaisia tai pistemäisiä laikkuja 
 nuorimmat lehdet epämuotoisia 
Luultavasti tässäkin kokeessa olisi pitänyt saada vastaavia reaktioita, koska vuoden 
2008 DAS ELISA (coctail) -testauksissa kasveissa todettiin olevan virusta.  
 
Mahdollisia syitä, miksi virusta ei saatu siirtymään testikasveihin, on useita: Käytetyt 
puskurit saattoivat olla epäsopivia juuri tälle ACLSV:n muodolle. Lisäksi aika, jonka 
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mehu-puskuri-seos oli testikasvin rikotulla lehden pinnalla, saattoi olla liian lyhyt, 
eikä virus ehtinyt siirtyä kasviin. Kasvihuoneen lämpötila, jossa testikasvit olivat 
kuukauden, saattoi olla oireiden syntymiselle liian kuuma tai kylmä, mistä johtuen 
reaktiot eivät päässeet näkyviin. Viruspitoisuus saattoi olla näytteissä myös niin 
alhainen, ettei se aiheuttanut mitään oireita testikasveissa.  
 
 
7.2 DAS ELISA -menetelmä 
 
ELISA-testauksen tuloksia tulkitaan normaalisti kahden kaavan avulla. Negatiivisista 
kontrolleista lasketaan kahden kolon keskiarvo ja -hajonta. Niiden avulla saadaan 
arvot seuraavista kaavoista: 
 ka+3*kh 
 3*ka 
Jos näytteiden kahden rinnakkaisen kolon tulosten keskiarvo ylittää kaavan arvon, on 
tulos positiivinen. 
 
ELISA-testauksen kontrollien tulokset on esitetty taulukossa 4.  Positiivisen kontrollin 
tuloksista huomaa, että menetelmä toimi. Luumujen negatiivinen kontrolli ’Kuokkala’ 
sai mittauksissa negatiiviset arvot. Siksi edellä esitettyjä tulosten tulkintaa auttavia 
kaavoja ei voi voitu käyttää, vaan jouduttiin turvautumaan MTT Laukaan tutkijan 
päättelyyn ja kokemukseen. Kinuan kohdalla kaavoja pystyttiin kuitenkin käyttä-
mään, koska sen kontrolli sai positiivisen tuloksen. Koska testauksessa käytettiin kah-
ta eri mikrotiitterilevyä, saatiin kontrolleille kahdet eri arvot. 
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TAULUKKO 5. ELISA-testauksen kontrollien tulokset 
 
Lajike Näyte-tyyppi Tulokset Keskiarvo 
’Kuokkala’ negatiivinen kontrolli lehti 
-0.015 
-0.017 
-0.016 
-0.020 
-0.027 
-0.023 
kinua negatiivinen kontrolli lehti 
0.002 
0.002 
0.002 
valmistajan 
positiivinen kontrolli 
 
3*145 
3*321  
3*106 
 
 
MTT Laukaan tutkija Jaana Laamanen on tulkinnut ELISA-testauksen tulokset. Vasta-
ukset on annettu asteikolla negatiivinen – heikosti positiivinen – positiivinen, joita on 
merkitty seuraavasti: -, (+) ja +. 
 
Taulukossa 6 on esitettynä MTT Laukaan näytteiden tulokset. Sarakkeessa ka on kah-
den rinnakkaisen kolon keskiarvo ja sarakkeessa tulos on arvio siitä, sisältääkö näyte 
virusta. Rinnakkain on esitetty saman lisäyslinjan eri aikoina kerätyt näytteet. Nega-
tiivisen kontrollin arvo, johon muita arvoja verrattiin, on taulukossa ensimmäisenä. 
Mehutestikasvin negatiivisessa kontrollissa on kahden edellä esitetyn kaavan tulok-
set, joita voitiin käyttää tuloksen laskemisessa. 
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TAULUKKO 6. MTT Laukaan luumujen ELISA-tulokset 
 
  Näyte kerätty 6.4.2009 Näyte kerätty 8.5.2009 
Lajike Lisäyslinja 
Näyte-
tyyppi 
ka Tulos 
Näyte-
tyyppi 
ka Tulos 
neg. kotrolli ’Kuokkala’ lehti -0.016     
’Ave’ 7-1983 lehti -0.003 (+) lehti -0.011 - 
’Ave’ 7-1984 lehti -0.006 (+) lehti -0.014 - 
’Ave’ 7-1986 lehti -0.005 (+) lehti -0.010 - 
’Mari’ 7-2003 lehti -0.016 - lehti -0.013 - 
’Mari’ 7-2004 lehti -0.016 - lehti -0.015 - 
’Mari’ 7-2019 lehti -0.018 - lehti -0.014 - 
’Renklod Ha-
ritonovoi’ 
7-2025 lehti -0.003 (+) lehti -0.017 - 
’Renklod Ha-
ritonovoi’ 
7-2042 lehti 0.000 (+) lehti -0.010 - 
’Renklod Ha-
ritonovoi’ 
7-2050 lehti -0.002 (+) lehti -0.011 - 
neg. kontrolli kinua lehti 
0.020 
0.060 
 
kinuamehu-
testikasvi 
’Mari’ 
7-2003 
lehti 0.011 + 
 
Tuloksista voi huomata, että huhtikuussa kerätyt näytteet antavat heikosti positiivisia 
tuloksia, mutta toukokuussa kerätyt ovat pelkästään negatiivisia, vaikka ne ovat sa-
moista kasveista kerättyjä. Tämä voi johtua siitä, että kasvien kasvaessa kevään kulu-
essa niiden suhteellinen viruspitoisuus on laskenut. Tällöin ELISA-testauksen herkkyys 
ei riitä toukokuun näytteiden viruspitoisuuksille. Näyttää myös siltä, että huhtikuun 
näytteidenkin viruspitoisuus on liian matala, jotta varmasti voitaisiin sanoa ELISA-
testauksen perusteella näytteiden sisältävän ACLSV:ta. 
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Mehutestikasvi kinua, jolla oli testattu lajiketta ’Mari’, antoi vahvasti positiivisen tu-
loksen. Tästä voidaan todeta, että mehutestauksessa virusta todella siirtyi testikas-
veihin, mutta pitoisuus oli niin matala, ettei se aiheuttanut mitään reaktioita kinu-
oissa. 
 
Verrattaessa tuloksia taulukossa 1 esitettyihin vuoden 2008 ELISA-tuloksiin, huoma-
taan viruspitoisuuden lasku. Vuonna 2008 kaikki lisäyslinjat, yhtä lukuun ottamatta, 
joka antoi heikosti positiivisen, antoivat positiivisen tuloksen. Näytteet oli kerätty 
toukokuussa 2008. Tämä kumoaa aiemmin esitettyä ajatusta vuoden 2009 tulosten 
kohdalla, että toukokuu olisi liian myöhäinen ajankohta kerätä näytteitä. Ilmeisesti 
viruspitoisuuden lasku riippuu kevään kasvuolosuhteista, eli esim. lämpötilasta. 
 
Tuorlan puiden näytteiden tulokset ovat taulukossa 7. Lajikkeiden ’Ave’ ja ’Renklod 
Haritonovoi’ negatiivisen kontrollin arvo on taulukossa ensimmäisenä ja lajikkeiden 
’Mari’ ja ’Liisu’ arvo on ennen kyseisten lajikkeiden tuloksia. 
 
TAULUKKO 7. Tuorlan toukokuussa 2009 kerättyjen näytteiden ELISA-tulokset 
 
Lajike Puu Näytetyyppi ka Tulos 
neg. kontrolli ’Kuokkala’  lehti -0.016  
’Ave’ puu 1 terälehti -0.008 - 
’Ave’ puu 2 terälehti 0.007 (+) 
’Ave’ puu 3 terälehti 0.012 + 
’Ave’ puu 4 terälehti -0.008 - 
’Ave’ puu 5 lehti -0.002 (+) 
’Ave’ puu 6 lehti -0.003 (+) 
’Renklod Haritonovoi’ puu 1 terälehti 0.017 + 
’Renklod Haritonovoi’ puu 2 lehti 0.002 (+) 
’Renklod Haritonovoi’ puu 3 lehti -0.003 (+) 
neg. kontrolli ’Kuokkala’  lehti -0.023  
’Mari’ puu 1 terälehti 0.004 (+) 
’Mari’ puu 2 terälehti 0.007 (+) 
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’Mari’ puu 3 terälehti -0.001 (+) 
’Mari’ puu 1 lehti -0.018 - 
’Mari’ puu 2 lehti -0.019 - 
’Mari’ puu 3 lehti -0.022 - 
’Mari’ puu 4 lehti -0.016 - 
’Mari’ puu 5 lehti -0.019 - 
’Mari’ puu 6 lehti -0.021 - 
’Mari’ puu 7 lehti -0.009 - 
’Mari’ puu 8 lehti -0.011 - 
’Liisu’ puu 1 terälehti -0.010 - 
’Liisu’ puu 2 terälehti -0.014 - 
’Liisu’ puu 3 terälehti -0.015 - 
’Liisu’ puu 4 terälehti -0.018 - 
’Liisu’ puu 5 terälehti -0.012 - 
’Liisu’ puu 6 terälehti -0.012 - 
’Liisu’ puu 7 terälehti -0.021 - 
’Liisu’ puu 8 terälehti -0.022 - 
’Liisu’ puu 9 terälehti -0.020 - 
 
Tuorlan näytteistä löytyi ACLSV:ta lajikkeista Mari ja Renklod Haritonovoi. Lisäksi hei-
kosti positiivisia tuloksia tuli lajikkeella Mari. Lajikkeesta Liisu ei löytynyt virusta. Suu-
rin osa positiivisista tuloksista oli heikkoja ja niitä oli sekä terälehti- että lehtinäyt-
teistä. Olisi ollut mielenkiintoista, jos samasta puusta olisi ollut testattavana sekä te-
rälehti- että lehtinäyte. Näiden tulosten perusteella lajikkeen ’Liisu’ kuolema MTT 
Laukaassa vuonna 2007 ei johtunut ainakaan ACLSV:ta. 
 
Yhteenvetona kaikista ELISA-tuloksista voidaan todeta, että ne pitäisi varmistaa her-
kemmällä menetelmällä, eli PCR:llä. 
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7.3 RT-PCR-menetelmä 
 
Jokioisissa tehtyjen PCR-ajojen tulokset MTT Laukaan luumuille ovat taulukossa 7. 
Lajike ’Ave’ osoittautui virusvapaaksi, mutta ’Mari’ ja ’Renklod Haritonovoi’ antoivat 
positiivisia tuloksia. 
 
TAULUKKO 8. PCR-ajon tulokset 
 
Lajike Lisäyslinja Tulos 
’Ave’ 7-1983 negatiivinen 
’Ave’ 7-1984 negatiivinen 
’Ave’ 7-1986 negatiivinen 
’Mari’ 7-2003 positiivinen 
’Mari’ 7-2004 positiivinen 
’Mari’ 7-2019 positiivinen 
’Renklod Haritovoi’ 7-2025 positiivinen 
’Renklod Haritovoi’ 7-2042 negatiivinen 
’Renklod Haritovoi’ 7-2050 positiivinen 
 
Tuorlan näytteille PCR-tuloksia ei saatu, koska RNA:n eristys Jyväskylässä epäonnistui 
niiden kohdalla. Epäonnistuminen johtui todennäköisesti tekijän kokemattomuu-
desta. RNA:n eristys on hyvin häiriöaltistoimenpide ja vaatisi harjoittelua onnistuak-
seen. 
 
 
8 JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
ACLSV on mahdollisesti ollut luumupuissa jo silloin, kun ne on tuotu Virosta Tuorlaan. 
Lounais-Suomessa on Suomen suurimmat hedelmänviljelysalueet, joten virus on 
myös voinut tarttua luumuihin saastuneista omenapuista, joita todennäköisesti alu-
eella on. Vaikka Tuorlan puissa ei olekaan näkyviä merkkejä ACLSV:sta, on se saatta-
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nut ajan mittaan aiheuttaa sadon alenemista. Saastuneet luumupuut voivat myös le-
vittää virusta muihin arvokkaisiin kasveihin, joita Tuorlassa kasvaa. Siksi olisi tärkeää, 
että luumupuut testattaisiin ACLSV:n suhteen.  
 
Mehutestauksesta voidaan miettiä, onko sen käyttäminen testausmuotona järkevää. 
Vaikka virusta siirtyy testikasviin, sen pitoisuus voi olla niin pieni, ettei se aiheuta mi-
tään reaktioita. Se on myös hyvin aikaa vievää, eikä käytetylle ajalle saada vastinetta. 
Tulokset pitäisi aina varmistaa jollakin herkemmällä menetelmällä, kuten PCR-
menetelmällä. 
 
DAS ELISA -menetelmällä tulokset ovat epäluotettavia viruspitoisuuden ollessa alhai-
nen, joten ne pitäisi aina varmistaa PCR-mentelmällä. Voidaankin miettiä, pitäisikö 
ACLSV:n testaukseen ensisijaisesti käyttää PCR-menetelmää, koska sekä mehutestaus 
että DAS ELISA -menetelmä ovat epäluotettavia. 
 
PCR-menetelmässä on kiinnitettävä erityistä huomiota RNA:n eristykseen, jotta tes-
taus onnistuisi. Eristys on testauksen virheherkin kohta, eikä se onnistu kuin harjoit-
telemalla moneen kertaan. 
 
Verrattaessa eri menetelmien luotettavuutta pitää ottaa huomioon, että kaikkiin 
menetelmiin käytettiin eri näyteyksilöitä. Aina on mahdollista, että virusta ei vain 
osunut kaikkiin näytteisiin, vaikka itse kasvi virusta sisälsikin. Siksi esimerkiksi PCR-
testaus saattoi antaa positiivisen tuloksen ja ELISA-testaus ei.  
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LIITTEET 
 
Liite 1. PCR-ajon geelikuvat 
 
     1         2          3         4        5         6         7         8        9        10       11       12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 100 bp DNA ladder Gene Ruler 
2 vesikontrolli 
3 terve savikka 
4 ‘Mari‘ 7-2003 
5 ‘Renklod Haritonovoi‘ 7-2042 
6 ‘Renklod Haritonovoi‘ 7-2025 
7 ‘Mari‘ 7-2019 
8 ‘Renklod Haritonovoi‘ 7-2050 
9 - 
10 sairas kontrolli 
11 - 
12 100 bp DNA ladder Gene Ruler 
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               1            2            3             4            5             6            7            8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 100 bp DNA ladder Gene Ruler 
2 vesikontrolli 
3 terve savikka 
4 ‘Ave‘ 7-1983 
5 ‘Ave‘ 7-1984 
6 ‘Ave‘ 7-1986 
7 ‘Mari‘ 7-2004 
8 sairas kontrolli 
 
